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adeno-associated virus mediated gene 

transfer. " 

voir abrege 
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I.es documents de families dc brevets soni mdiqucs en annexe 



(..ategorics speciaJes de documents cites: 
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du mandaLajre 

EX 95001 


Voir la noufication de transmission du rapport d examen 
POLR SL'ITE A DONNER preliminajre internauonal (formulaire PCT. I PEA, 41 b) 


Demande inLernaUonaJe n' 

PCT/FR 96/ 00218 


Date da depot internauonal 
(Jour moiS.annee) 

12/02/ 1996 


Date de p no rite {juur.mois.annee} 

14/02/1995 


Classificauon Internationale des brevets (CI 


B) ou classification nationale et CIB 

A61K48/00 


Deposant 

RHONE -POULENC RORER S.A. et al. 



Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par radministraUon chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au depu^dail corifcrn-.cment ?. ! ?-rt!c!f* 

Ce RAPPORT comprend _ feuilles, y comprise la presente feuille de couverture. 

SPl [1 est accompagne d'ANNEXES, c est-a-dire de feuilles de la description, des revendicauons ou des dessins qui ont 
^ ite modif.ees et qui servent de base au present rapport ou de feuiiies contenant des recuacaUons faues aupres de 

I'administrauon chargee de I'examen preiimmaire internauonal (voir la regie 70.16 et I'lnsU-ucUon t)07 des 

Instrucuons administrattves du PCT). 



Ces annexes comprennent 



± 



feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications et les pages correspondantes reiaUves aux points suivants: 

I Base du rapport 

[I Priorite 

[11 Q Absence de formulation d'opmion quant a la nouveaute, I'acuvite inventive et la possibiliie d applicauon 
mdusLrielle 

IV I I Absence d'unite de Tinvention 

V fxH Declaration motivee seion ['article 35{2) quant a la nouveaute, ['acUvite invenUve et la possibilite 
^ d'application mdusU-ie[le; citations et explicaUons a l appui de cette declaration 

V! I I Ccrtajns documents cites 

VTI [rregularites dans la demande mternationale 

VIII ObservaUons relauves a la demande Internationale 



n^te de rresentr^tion de la demande d examen preiimmaire | Date d achevement du present rapport 



Nom ct adresse postaie de . <iXiminist:aUun ^r.argt^e 
preiimmaire international 

Office Europeen des BreveLs 

D-80:98 Munich 



RAPPORT D'KXAMKN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



PCT/FR96/00218 



I. Base du rapport 



:e cresen: rapper: a ere redige 5ur la rase :es ele^iencs ::-a?re5 les reuilles de re-placeinen: :u: e:e 

revises a :'::::ce recepreur en repcnse a :nv::a:::n faire con::r^e^enr a I'arricle 14 sen: ::n3:derees 

eans le presen: rapper: :::i:iie "inirialeien: depcsees^ e: ne sen: pas ;c:n:e5 en annexe au rapper: puisqu'elles 
ne :enc:ennen: pas de icdif ::a::ens , : : 

■ : de la deiiande in:ernat:enale :elle eu' :ni:ialeinen: depesee. 



:x! de la descriptien, pages 1-23,25,26, 
pages 



pagf^s 



oaaes 24_ 



telles qu' in::iale:nent depesees, 
depesees avec la de:nande d'exaxen 

prelimmaire mcernatienal, 
depesees sous couver: d'une lecrre 

du 

depesees sous couver: d'une letrre 
du 28.02. 96, 



;x] des revendieatiens, nos. l-25_ 
nes, 



celles qu' inicialement depesees, 
celles que modifiees en vertu de 

I'article 19, 
_, depesees avec la demande d'examen 

prelinnnaire iniernauonal, 
depesees sous couvert d'une lectre 



depesees sous ceuverc d'une lertre 
du , 



:x: des dessms, :eu:lles.::g l/4-4/4_ 
:eu:lles;::a 



reuL.es/ rig 



:elles qu' ini::ale::ien: depesees, 
depesees avec la dernande d'exaien 

preliimaire inrernarienal , 
depesees sous ceuvert d'une letere 

du , 

depesees sous ceuver: d'une le::re 



eu 
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V. DeclaratiCQ ^lotivee seion Tarticle 35.2) quani a la nouveaute, l'act:vite inventive ec la possibiiite 
d'applicaticn mduscrielle; citations et eiplications a I'appui de cecte declaration 

N:uveau:e Revend::a:i:ns 1-25 ^ 

A""ivi:§ ir.ver.cive P.evendicacions 1-25 



?:ssi:il::e j'acplica:::n mdusirielle ^ever:di:a:i:ns 1-25 

^evendicar icns 



1. Etant donne que le gene "reporter" de WO - A - 94/16080 
(1) ne peut pas etre assimile au gSne " therapeut ique'' de 
la presente demande, les revendicat ions 1 a 25 sont 
nouvelles . 

2. Au ^vHj des tests montrant la synergie entre 1 ' agent 
immunosuppresseur et de 1' adenovirus recombinant, objet 
des revendications 1 a 25, celles - ci sont inventives. 

3. la page 12 lignes 21 et 22 de la description indique cjue 
1' adenovirus utilise dans 1 ' association medicamenteuse 
revendiquee est defectif, ce qui semble -t-il, doit etre 
precise dans la revendicat ion 1. 

4. II y a egalement un manque de clarte dans les 
revendications suivantes : 
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- Pour les memes raisons les revendicat ions 23 et 25 
doivent renvoyer aux revendicat iorxS 21 ( ec non 22 ) et 
1 a 23 respect ivement . 
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VII. Irreaularites dans la deaiande Internationale 



La revendicat ion 1 ne semble pas acre soutenue par la 
description : cf . point 3) dans "Citations et 
Explications " . 
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VIII. Observations relatives a la demande Internationale 



cf. le point 4) dans "Explications et Citations" au sujet de 
la clarte. 




nuorescentes a ere realisee grace a un c\'Tof]uorometre (FACS Schan-Becton 
Dicldnson). Le tableau I qui suit rend compte des resultats. 





Groupe 3 a 
Ad-paal 


Groupe 3 b 

.•\d-Pgal- 
gpl9k: 


Groupe la 
anti CD3/ 
Ad-pgal 


Groupe 2a 
anti CD4/ 
.Ad-pgal 




% de cellules exprimant pgaJ a la surface cellulaire 


CD3 


20.0 


17.5 


20,6 


21 


5.4 


6,1 


12 


10.3 


CD4 


13.4 


12.6 


15.3 


16.8 


4,4 


5,1 


2.7 


4.1 




5,5 


5,5 


6, 1 


6 


2.02 


2,3 


7.9 


6.6 



TABLEAU I 



5 On note la nette diminution des cellules CD3+ CD4+ et CD8+ chez les animaux 
traites par anti-CD3 et la diminution seleaive des cellules CD4-^ chez les animaux 
traites par anti-CD4 

2 2- ,\nalvse de la capacite cvtotoxique des splenocvtes preleves a J32 
a pres IMniection et stimules in vitro vis-a-vis de cib les histocompatibles 
10 exprimant la Bgal 

Un deuxieme echantillon de splenocytes isoles a partir des rates des animaux traites a 
ete cultive in vitro pendant 4 jours en presence de cellules P815 exprimant la 
pgalactosidase a leur surface. Au terme de la culture, I'activite cytotoxique des 
splenocvtes vis-a-vis de cibles P815-Pgal marquees au Cr^^ a ete evaluee. L^activite 
15 cvtotoxique, exprimee par le pourcentage de cytolyse, a ete determinee de mamere 
conventionnelle en mettant en presence difFerents rappons de cellules effectrices et de 
cellules cibles. Les resultats sont presentes dans le tableau n ci-apres. 
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RAFPOR I Dii RtCHERCHh INTERNA I ION ALH 
(article 1 8 ct regies 43 et 44 du PCI ) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

EX 95001 



Dcmande mtcrnaLionaie n* 

PCT/FR96/ 00218 



POUR SUITE ^^^^ nocification de transmission du rapport de recherche Internationale 
" {formuiaire PCT;[SA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 



Date du depot iniQrns.uon2d(Jourimoisiannee) 

12/02/96 



(Date de prionte (la plus ancienne) 
(Jour;mois,annee) 

14;02/95 



Deposant 



RHONE-POULENC RORER S.A. et al 



Lc present rapport de recherche internationaJe, etabli par I'administration chargee de la recherche Internationale, est transmis au 
dcposant confornnement a I'article 18. L'ne copie en est transmise au Bureau international. 



feuilles. 



Ce rapport de recherche internationale comprend 3 

I ^ I II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . II a ke estime que c«rtaines revcndications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 

2. I I U y a absence d'unite de rinvention (voir le cadre 11). 

3. r~| demande internation?.Ie conticnt la divulgation d'un listage de sequence de nucleotides ou d'acides amines et la 



recherche intern?.tionale a ete cffectuec sur la base du listage de sequence. 

I I depose avec la demande internationale 

I I fourni par le deposant separement de la demande internationale 

I I sans etre accompagnec d'une declaration selon laquelle il n'iclut pas d elements 

allant au-dela de la divulgation faite dans la demiLode internationale telle 

qu elle a ete deposee. 

j j transcrit par I'administration 



4. En cc qui conc^rne le titrc, | | le texte est approuve tel qu'il a ete remise par le dcposant. 

I^J Le texte a etc eUibli p:u- radministration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abrege, 



I ^ I le texte est approuve tel qu'il a etc remis par le dcposant 

I I le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformemenl a la 

regie 38. 2b). Le deposant peut presenter des observations a I'administration d:uis un dclai 

d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport de recherche internationale. 
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IntcrnaUoiutl application No 

PCT/FR c,6/00210 


Inlernalional i'lhui^. diile ( das /month Acar) 
12/02/1996 


Pnontv date ( da\/nionth/\ear) 
14/02/1995 
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intenialional prcliminan examination report has been prepared bv this International !>reluninar> i:xamining 
Aiithonty and is tninsmitled to the appliccint according to Article 36. 

lliis Rl-PORT consists ot^a total of 7 sheets, including this cover sheet. 

m Hns report is also accompanied bv ANNF.XKS, 1 e., sheets ot^ the description, claims and/or drawings which have 
\^ been amended and are the basis tor tins report and/or sheets containing rectifications made beiore this AuthorUv 
(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

Iliese amrexes consist of a total of 1 sheets. 



itns reix)rt contains indications relating to Uie following items: 
Basis of the re|X)rt 
Priority 

III Q Non-establislmient of opimon with regard to novelty, inventive step and mdustnal applicability 
Lack of imity of the invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to noveltv, inventive step or mdustnal applicability: 
citations and explanations supporting such statement 

Certain dcKimients cited 

Certain defects in the intentat tonal application 



I 




II 


□ 


in 


□ 


IV 


□ 


V 


CD 


VI 


□ 


VII 


CD 


VIII 


CD 



I )atc of submission of the demand 



Date ot completion ot this report 



IN rKR> ATK^N Vi. i^KKLIMINARV E XV>tl NATION REPORT 

! PCT/FR 96 /00218 

I . lU.Ms of the report 

. ^^cr \rv.z.c I i ire re^'ef^ea :o :n tms r>:fport Js " 'rii^inaih,' ^.'dj' ' Jnd are no( annexed to :ne report since :ntr,- jo not ^joniatn ameruimenxs 



I I 'he interr.jt;cn."Hi jppitca'icn 3s origins ily filed. 

I X [ ■ 'r^.o Jeb^T:p'u^n. p.iges 1-23 , 25 , 2 6, orifflnaily filed. 



pages . filed vMth ihe Jeraand, 

pages 24 , tiled with the lener ot 2 8,02 . 96 

pages . filed with the leaer ot 



I X ] ;he claims. Nos. 1-2 5 , as onginaily tiled, 

Nos. . as amended under Article I*), 

Nos. . filed with the demand, 

Nos. , filed with the lener of 

Nos. , filed with the letter of 

I ^ I the drawings. sbeels/fig 1/ 4-4/4 , as originaily filed, 

sheets/fig . filed with the demand, 

sheets/fig , filed with the lener of 

sheets/fig , filed with the lener of 



2. The amendments have resulted in the cancellation ot: 

I I the description, pages 

[ I the claims, Nos. 



[ I the drawings, sheets/fig 



□ This report has been established as if (some otl the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Suppieraenul Box (Rule 70.2(c)). 



-i. Additional observaiior\s, if necessary: 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



jTiKitional api>lualioii Nt> 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to no\elt>, in\enti\e step or industrial applicability; 
citations and explanations supportinj^ such statement 



1 SiatcniciU 

No\clt\ I N ) 

In\uiiti\c step ( IS I 
Induslnal applicabilil\ ( lA ) 



Claims 
Claims 

Claims 
C laims 

Claims 
Claims 



1-25 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 



gene C'f WO-A- 94 / 1 o n R O (11 r^nnnt 



A s t h f 

te assimilated with the ''therapeutic'' gene of this 
appl ication, claims 1 to 25 are novel . 

In view of the tests showing the synergy between the 
iinmunO'Sup;'p)ressive agent and the recoiriDinant 
adenc-virus, i . e . the subject matter c: f claims 1 to 
25, these claims are inventive. 



. F'age 12, lines 21 and 22, of the description 

indicates that the adenov 1 rus used i n the claimed 
medicinal combdnation is 'iefective, which it seems, 
snould he specified in claim 1. 



There :s also a lack ci clarity in t:hG^ following 
claims: 

- jlaim 11 sn:>uld refer to claims 1 tc^ ^, since it 
13 m cC'Ut radict ion with claim 10 ; 

- for the same reasi^ns ::laims 23 and 25 should refer 
t:: clair::s 21 (and not 22j and 1 to 23 respectively. 



IM FRNATIONAL PRKLIMINARY EXAMINATION REPORT 



InlcriKilioiKil .ippli>.alu>ii No 



V II. Certain defects in the international application 
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ASSOCIATION MEDICAMENTEUSE UTILE POUR LA TRANSFECTION ET 
L'EXPRESSION IN VIVO D'EXOGENES 

La presente invention conceme le domaine de la therapie genique et 
notamment I'utilisation d'adenovirus pour Texpression de gene d'interet therapeutique. 
5 Elle conceme plus particulierement un nouveau mode de traitement des pathologies 
d'origine genetique base sur I'utilisation combinee de deux t>^pes d'agenLs 
therapeutiques. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anomalie 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information genetique 

10 dans la cellule ou I'organe affecte. Cette information genetique peut etre introduite 
soit in vitro ou ex vivo dans une cellule extraite de I'organe, la cellule modifiee etant 
alors reintroduite dans Torganisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. 
Dans ce second cas, differentes techniques physiques de transfection existent^ parmi 
lesquelles I'emploi de virus comme vecteurs. A cet egard, differents virus ont ete 

15 testes pour leur capacite a infecter certaines populations cellulaires. En particulier, les 
retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le virus HSV, les virus adeno-associes, et les 
adenovirus. 

Parmi ces virus, les adenovirus presentent certaines proprietes interessantes 
pour une utilisation en therapie genique, lis ont un spectre d'hote assez large, son: 

20 capables d'infecter des cellules quiescentes et ne s'integrent pas au genome de la 
cellule infectee. Les adenovirus sont des virus a ADN double brin lineaire d'une taille 
de 36 kb environ. Leur genome comprend notamment une sequence inversee repetee 
(ITR) a leur extremite, une sequence d'encapsidation, des genes precoces et des genes 
tardifs (Cf figure 1). Les principaux genes precoces sont les genes El (Ela et Elb), 

25 E2, E3 et E4. Les principaux genes tardifs sont les genes LI a L5. 

Compte tenu des proprietes des adenovirus mentionnees ci-dessus, ceux-ci 
ont deja ete utilises pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, differents vecteurs 
derives des adenovirus ont ete prepares, incorporant differents genes (B-gal, OTC, a- 
lAT, cyiokines, etc). Dans chacune de ces constructions, I'adenovirus a ete modifie 

= ^ i,> r-,.o u-., ^Ti.-'^pnMo rie repliraTion dans la cellule infectee. Ainsi. les 
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d'ADN heterologue (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhun' et al.. 
Gene 50 (1986) 161). 

Cependant, comme pour tous les virus connus, radministration dun 
adenovirus sauvage (Routes et al., J. Virol. 65 (1991) 1450) ou recombinant defectif 
5 pour la replication (Yang et al., PNAS (1994) 4407), induit une reponse immunitaire 
importante. 

La finalite premiere du systeme immunitaire est Tintegrite de Tindividu ou 
rintegrite du « soi ». Elle aboutit a Telimination des agents infectieux ainsi qu'au rejet 
des greffes et des tumeurs sans toutefois que ces puissants mecanismes de defense de 

10 Torganisme ne se retoument contre lui et ne donnent lieu a des maladies auto- 
immunes. Get etat de non-reponse vis-a-vis des antigenes de « soi » alors que les 
antigenes etrangers sont elimines est defini comme un etat de tolerance physiologique. 
Afin d'eliminer les agents etrangers, le systeme immunitaire developpe deux t}^pes de 
mecanismes. Le premier est la production d'anticorps specif iques par les lymphocytes 

15 B ; on parle d'immunite humorale. Ces anticorps vont fixer Tantigene et soit 
rinactiver soit Teliminer de I'organisme. Le second mecanisme de defense conceme 
rimmunite cellulaire et met en oeuvre des lymphocytes T, et panmi ceux-ci des 
lymphocytes T cytotoxiques, porteurs d'un recepteur specif ique de Tantigene 
considere. La reconnaissance de I'antigene par le recepteur T necessite que celui-ci 

20 soit exprime en association avec des proteines codecs par les genes du complexe 
majeur d'histocompatibilite ou CMH de classe I et de classe II. 

En consequence, cette reponse immunitaire developpee contre les cellules 
infectees constitue un obstable majeur a I'utilisation des vecteurs viraux en therapie 
genique puisque (i) en induisant une destruction des cellules infectees elle limite la 

25 duree d'expression du gene therapeutique et done I'effet therapeutique, (ii) elle induit 
parallelement une reponse inflammatoire importante, et (iii) elle entraine Telimination 
rapide des cellules infectees apres des injections repetees. II est entendu que 
Tamplitude de cette reponse immunitaire a I'encontre des cellules infectees varie selon 
la nature de I'organe subissant I'injection et le mode d' injection mis en oeuvre. C'est 

30 ainsi que I'expression de la 6-galactosidase, codee par un adenovirus recombinant 
administre dans le muscle de souris immunocompetentes, est reduite a des niveaux 
minimum 40 jours apres I'injection (Kass-Eisler et al., PNAS 90 (1993) 11498). De 
meme, I'expression de genes transfectes par des adenovirus dans le foie est 
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significativement reduiie dans les 10 jours qui suivent Tinjection (^'ang Y et al. 1994 
immunirv' 1 433-442) et Texpression du facteur IX transfere par adenovirus dans des 
hepatocytes de chiens hemophiles disparait 100 jours apres Tinjection (Kay et al., 
PNAS 91 (1994) 2353). 

5 Dans la perspective d'une exploitation en therapie genique de vecteurs derives 

des adenovirus, il apparait done necessaire de controler la reponse immunitaire 
developpee a leur encontre ou contre les cellules qu'ils infectent. 

De ce qui precede, il ressort que la mise en activite du systeme immunitaire 
necessite au prealable une reconnaissance par celui-ci des elements etrangers a 
10 Torganisme (le non-soi ou soi modifie) comme des vecteurs derives des adenovirus, 
qui doivent en temps normal ctrc dctrjits. Au cours des demieres annees des 
strategies d'immunointervention ont ete developpees dont le but est de creer un 
environnement immunitaire «permissif», c'est-a-dire a Tinduction d'un etat de 
tolerance, vis-a-vis d'antigenes etrangers pre-definis. 

15 C'est precisement a ce niveau qu'intervient la presente invention. Elle vise a 

prevenir I'elimination rapide des adenovirus des cellules infectees et done a prolonger 
de maniere consequente I'expression in vivo du gene therapeutique qu'ils portent. 

Recemment, les demandeurs ont mis en evidence que la co-expression dans les 
cellules infectees de certains genes est capable d'induire un effet immunoprotecteur et 

20 ainsi de faire echapper les vecteurs et/ou les cellules infectees au systeme immunitaire. 
lis ont notamment mis au point des adenovirus dans lesquels I'expression d'un gene 
d'interet therapeutique est couplee a celle d'un gene immunoprotecteur ( FR N°94 
12346). II peut notamment s'agir d'un gene dont le produit agit sur I'activite du 
complexe majeur d'histocompatibilite (MHO ou sur I'activite des cvlokines 

25 permettant de reduire considerablement, voire de supprimer toute reaction 
immunitaire a 1 encontre du vecteur ou des cellules infectees. lis inhibent au moins 
partiellement I'expression des proteines MHC ou la presentation antigenique avec 
pour consequence avantageuse une reduction notable de la reaction immunitaire a 
rencontre du vecteur ou des cellules infectees et done un effet therapeutique 

30 prolonge. 
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un immunosuppresseur. L^elimination du vecteur considere et/ou la destruction des 
cellules infectees, par le systeme immunitaire, se trouvent retardees d'un delai 
nettement superieur a celui auquel on pouvait s'attendre par la simple juxtaposition 
des effets imnnunoprotecteurs du dit vecteur et de 1* immunosuppresseur, 
5 Avantageusement, Tassociation medicamenteuse objet de la presente invention induit 
im phenomene de « pseudo-inertie » du syteme immunitaire propice a I'expression sur 
le long terme d'un gene therapeutique. 

Au sens de 1' invention, immunosuppresseur designe tout compose capable 
d'inhiber en partie ou en totalite au moins une voie de signalisation immiinitaire. De 

10 maniere generale, les immunosuppresseurs sont habituellement utilises en 
transplantation, dans le but de prevenir le rejet d'allogreffe, et dans le traitement de 
certaines maladies autoimmimes. Les produits classiquement utilises sont soit les 
immimosuppresseurs chimiques comme les corticosteroides, I'azathioprine, la 
cyclosporine, le FX506, soit des immimosuppresseurs biologiques tels les anticorps 

15 polyclonaux ou monoclonaux. La prem.iere categorie d'immiUnosuppresscurs, et panni 
ceux-ci surtout la cyclosporine et le FK506, inhibent de maniere importante la 
production de cytokines, telles I'interleukine 2, dont le role dans la differentiation et la 
proliferation des cellules lymphocytaires est essentiel. Malheusement, I'efficacite de ce 
type d immunosuppresseurs necessite leur administration permanente qui est 

20 confrontee a plus ou moins long terme au probleme de leur toxicite. Ainsi 
Tazzathioprine est potentiellement myelotoxique et la cyclosporine est nephrotoxique 
et peut en outre entrainer une hypertension ou des troubles neurologiques. 

En ce qui conceme plus particulierement les anticorps, il s'agit d'anticorps 
diriges contre les cellules lymphoi'des du systeme immunitaire. Le premier anticorps 

25 utilise a titre d'immunosuppresseur est I'anti-CDS, dirige contre les lymphocytes T. Sa 
cible est Tune des chaines polypeptidiques de la molecule CDS qui compose le 
recepteur pour Tantigene des cellules T. II s'en suit une inactivation fonaionnelle des 
cellules T CD3+ reconnues par Tanticorps. Dans le cas de la problematique qui nous 
interesse ici, T administration d'un immunosuppresseur de ce type conjointement a 

30 celle d'lm adenovirus recombinant contenant lui gene therapeutique serait en mesure 
de bloquer la reaction immunitaire de Thote vis-a-vis du vecteur viral et/ou de ses 
produits exprimes a la surface des cellules infectees. Sur le meme principe on peut 
faire usage d'anticorps anti-CD4, -CD2, -CDS, -CD28, -B7, -ICAM-1 et -LFA-1. 
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Les demandeurs ont a maintenant mis au pomi un nouveau mcxie de traiiement 
particulierement efficace pour retarder de maniere importante voire inhiber la reaction 
du systeme immunitaire sans soulever de problemes de toxicite. 

Plus precisement, la presente invention decoule de la mise en evidence dun 
5 effet synergique particulierement important lie a Tutilisation combinee d'un adenovirus 
recombinant dans lequel I'expression d'un gene d'interet therapeutique est couplee a 
celle d'un gene immunoprotecteur, tel que decrit precedemment, et au moins un 
agent immunosuppresseur. 

Un premier objet de la presente invention conceme done une association 

10 medicamenteuse d'au moins un agent immunosuppresseur et d'au moins un adenovirus 
recombinant dont le genome comprend un premier ADN recombinant contenant un 
gene therapeutique et un second ADN recombinant contenant un gene 
immunoprotecteur, pour une utilisation consecutive, intermittente et/ou simultanee 
dans le temps, utile p>our des transfections exogeniques in vivo et/ou ex-vivo. 

15 Comme indique ci-avant, I'invention repose notamment sur la mise en evidence 

d'un effet synergique entre I'activite de I'agent immunosuppresseur et I'effet du gene 
immunoprotecteur exprime sur I'expression du gene therapeutique. 

Cette utilisation combinee permet un effet therapeutique nettement prolonge et 
necessite avantageusement des doses significativement amoindries notamment en 

20 agent immunosuppresseur. 

Comme indique plus loin, les deux composantes du traitement combine de la 
presente invention peuvent etre utilisees de maniere consecutive, intermittente et/ou 
simultanee dans le temps. De preference, I'agent immunosuppresseur est injecte avant 
et apres I'injection de Tadenovirus. Selon ce mode de mise en oeuvre de la presente 

25 invention, I'administration du rimmunosuppresseur peut etre espacee dans le temps et 
plus preferentiellement renouvellee regulierement. Dans ce cas particulier les deux 
composants sont conditionnes separement. Dans le cas d'une administration 
simultannee. ils peuvent etre melanges extemp<Dranement a\'ant d'etre administres 
ensemble ou au contraire administres simultanement mais de maniere separee. En 

30 particulier, les voies d'administration des deux agents peuvent etre differemes. 



Selon la presente invention, on peut utiliser, a titre d'agent 
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poly-clonal. II s'agit de preference d'anticorps capables d'inactiver les molecules 
immunes ou de provoquer la destruction des cellules immunes portant ces molecules. 
On peut notamment utiliser a titre d'anticorps, les anti-CD4, -CD3, CD2, -CDS, - 
CD28, -B7, -ICAM-1, -LFA-1. II peut egalement s'agir de molecules hybrides comme 
5 la CTLA4Ig, una proteine de fusion entre la molecule CTLA-4 (un homologue au 
CD28) et une immunoglobuline. Le site GlFc de cette molecule en se liant a la 
molecule B7 s'avere capable d'inhiber I'activation des cellules T ( D. J; Lenschow; 
Science, 257 . 789, 1992). II est clair que la portee de la presente invention n'est 
aucunement limitee aux immunosuppresseurs enumeres ci-dessus. Ces 
10 immunosuppresseurs peuvent etre employes sous forme isolee ou en association. 

En ce qui conceme les ADN recombinants presents dans le genome de 
I'adenovirus mis en oeuvre selon la presente invention, il s'agit de fragments d'ADN 
contenant le gene considere (therapeutique ou immunoprotecteur) et eventuellement 
des signaux permettant son expression, construits in vitro puis inseres dans le genome 

15 de Tadenoviras. Les ADN recombinants utilises dans le cadre de la presente invention 
peuvent etre des ADN complementaires (ADNc), des ADN genomiques (ADNg), ou 
des constructions hybrides consistant par exemple en un ADNc dans lequel seraient 
inseres un ou plusieurs introns. II peut egalement s'agir de sequences synthetiques ou 
semisynthetiques. Ces ADN peuvent etre d'origine humaine, animale, vegetale, 

20 bacterienne, virale, etc. De maniere paniculierement avantageuse. on utilise des 
ADNc ou des ADNg. 

Comme gene therapeutique utilisable pour la construction des vecteurs de la 
presente invention, on peut citer tout gene codant pour un produit ayant un effet 
therapeutique. Le produit ainsi code peut etre une proteine, un peptide, un ARN, etc. 

25 S'agissant d'un produit proteique, il peut etre homologue vis-a-vis de la 

cellule cible (c'est-a-dire un produit qui est normalement exprime dans la cellule cible 
lorsque celle-ci ne presente aucune pathologie). Dans ce cas, I'expression d'une 
proteine permet par exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou 
I'expression d'une proteine inactive ou faiblement active en raison d'une modification, 

30 ou encore de surexprimer ladite proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour 
un mutant d'une proteine cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, 
etc. Le produit proteique peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. 
Dans ce cas, une proteine exprimee peut par exemple completer ou apponer une 
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activite deficiente dans la cellule, lui permertant de lutter centre une pathologie, ou 
stimuler une reponse immuniiaire. 

Parmi les produits proteiques therapeuliques au sens de la presente invention, 
on peut citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, 
5 interleukines, interferons, TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de croissance, les 
neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les facteurs 
trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NTS, NTS, 
HARP/pleiotrophine, etc; les apolipoproteines : ApoAI. ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 
05125), la dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), la proteine CFTR 
10 associee a la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation : Facteurs VTT VIIL IX. les genes intervenant dans la reparation de 
I'ADN, etc. 

Comme indique plus haut, le gene therapeutique peut egalement etre un gene 
15 ou une sequence antisens, dont I'expression dans la cellule cible permet de controler 
I'expression de genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences 
peuvent, par exemple, etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires 
d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique 
decrite dans le brevet EP 140 308. Les antisens comprennent egalement les sequences 
20 codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des ARN 
cibles (EP 321 201). 

Les genes therapeutiques peuvent etre d'origine humaine, animale, vegetale, 
bacterienne, virale, etc. lis peuvent etre obtenus par toute technique connue de 
I'homme du metier, et notamment par criblage de banques, par synthese chimique, ou 
25 encore par des methodes mixtes incluant la modification chimique ou enz\nmatique de 
sequences obtenues par criblage de banques. 

Le gene immunoprotecteur utilise dans le cadre de la presente invention peut 
etre de different^ types. Comme explicite precedemment, il s'agit d'un gene dont le 
produit agit sur I'activite du complexe majeur d'histocompatibilite (MHC) ou sur 
30 I'activite des cMokines II s'agit de preference d'un gene dont le produit inhibe au moins 
partiellement Texpression des proteines du MHC ou la presentation antigenique. A 



wo 96/25177 



PCT/FR96/00218 



8 

La region E3 du genome cie Tadenovirus contient differenies phases de lecture 
qui, par epissage altematif, donnent naissance a des proteines differentes. Parmi 
celles-ci, la proteine Gpl9k (ou E3-19k) est une proteine transmembranaire 
glycosylee localisee dans la membrane du reticulum endoplasmique (RE). Cene 
5 proteine comprend un domaine luminal liant les molecules du MHC-I et une extremite 
cytoplasmique C-terminale capable de Her les microtubules (ou la tubuline). qui agit 
pour ancrer la proteine gpl9k dans la membrane du RE. Gpl9k est ainsi capable 
d'empecher I'expression des molecules MHC-I a la surface des cellules par interaction 
et sequestration au niveau du RE. Cependant, en Tabsence de replication virale, la 

10 proteine gpl9k est faiblement exprimee par les adenovirus. Par ailleurs, I'expression 
de la gpl9k est egalement conditionnee a la realisation d'un epissage. L'introduction 
dans les vecteurs de Tinvention d'un ADN recombinant contenant une sequence 
(ADNc de preference) codant pour la gpl9k permet de controler et d'optimiser 
I'expression de ladite proteine. En particulier, I'emploi de promoteurs constitutifs et la 

15 suppression des autres phases de lecture permet d'augmenter fortement I'expression de 
cette proteine et de s'affranchir de la dependance vis-a-vis de la replication virale et la 
presence d'elements inducteurs. Ceci permet de maniere particulierement avantageuse 
de diminuer considerablement la lyse par les CTL des cellules infectees et ainsi 
d'augmenter et de prolonger la production in vivo du gene therapeutique. 

20 D'autres proteines codecs par la region E3 du genome de I'adenovirus telles 

que les proteines 10,4k et 14,5k presentent certaines proprietes inieressantes en voie 
de leur incorporation dans les vecteurs de I'invention. 

Le gene ICP47 du virus de I'herpes simplex constitue un autre gene 
immunoprotecteur particulierement interessant au sens de la presente invention. Les 

25 cellules infectees par le virus de I'herpes simplex presentent une resistance a la lyse 
induite par les CTL. II a ete montre que cette resistance pouvait etre conferee par le 
gene ICP47, qui est capable de reduire I'expression des molecules MHC-I a la surface 
des cellules. L'incorporation du gene ICP47 dans un ADN recombinant selon 
I'invention permet egalement aux virus recombinants de I'invention d'echapper au 

30 systeme immunitaire. 

Le gene UL18 du cytomegalovirus constitue un autre exemple prefere de 
gene immunoprotecteur selon I'invention. Le produit du gene UL18 est capable de lier 
la B2-micro£:lobuline (Browne et al. Nature 347 (1990) 770). La B2-microglobuline 
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est Tune des chaines des molecules MHC-1. L'incorporation du gene ULIS dans un 
ADN recombinant selon I'invention permet ainsi de diminuer le nombre de molecules 
de B2-microglobuline fonctionnelles dans les cellules infectees par les virus de 
rinvention, et done de diminuer les capacites de ces cellules a produire des molecules 
5 MHC-I completes et fonctionnelles. Ce type de construction permet done de proteger 
les cellules infectees de la lyse par les CTL. 

Comme indique ci-avant, le gene immunoprotecteur utilise dans le cadre de 
la presente invention est, dans un autre mode de realisation prefere, un gene dont le 
produit inhibe Tactivite ou les voies de signalisation des cytokines. Les c\lokines 
10 constituent une famille de proteines secretees qui agissent comme des molecules de 
signalisation pour le systeme immunitaire. Elles peuvent attirer les cellules de 
I'immunite, les activer, induire leur proliferation et meme agir directement sur les 
cellules infectees pour les tuer 

Parmi les genes dont le produit affecte sur Tactivite ou les voies de 
15 signalisation des cytokines, on peut citer les genes intervenant sur la synthese des 
cytokines, ou dont le produit est capable de sequestrer les cytokines, d'antagoniser 
leur activite ou d'interferer avec les voies de signalisation intercellulaires. A titre 
d'exemple preferentiels, on peut citer en particulier le gene BCRFl du virus d'Epstein 
Barr, les genes crmA et crmB du virus de cowpox, les genes B15R et B18R du virus 
20 de la vaccine, le gene US28 du cytomegalovirus, les genes E3-14 J, E3-10,4 et E3- 
14,5 de Tadenovirus. 

Le gene B15R du virus de la vaccine code pour une proteme soluble capable 
de lier Tinterleukine-lS (la forme secretee de Tinterleukine-l), et ainsi d'empecher 
cette cvtokine de se lier a ses recepteurs cellulaires. Linterleukine-1 est en effet Tune 

25 des premieres cytokines produites en reponse a une agression antigenique, et elle joue 
un role tres important dans la signalisation du systeme immunitaire au debut de 
I'infection. La possibilite d'incorporer le gene B15R dans un vecteur selon I'invention 
permet avantageusement de reduire I'activite de I'lL-lB, notamment sur I'activation 
des cellules immunitaires, et de ce fait de proteger localement les cellules infectees par 

30 les virus de I'invention contre une reponse immunitaire importante. Des genes 
— 1 n., nr^nt^ R1 poin-onr eonlement etre utilises, tel cue le c^ene du virus de 
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De la meme maniere, le gene B18R du virus de la vaccine code pour une 
proteine homologue au recepteur de rinterleiikine-6. Ce gene, ou tout homologue 
fonctionneU est egalement utilisable dans les vecteurs de Tinvention pour inhiber la 
liaison de rinterleukine-6 sur son recepteur cellulaire et ainsi reduire localement la 
5 reponse immunitaire. 

Toujours de la meme fagon, le gene crmB du virus de cowpox peut etre 
avantageusement utilise. Ce gene code en effet pour une proteine secretee capable de 
Her le TNF et d'entrer en competition avec les recepteurs du TNF a la surface des 
cellules. Ce gene permet done, dans les virus de I'invention, de diminuer localement la 
10 concentration de TNF actif susceptible de detruire les cellules infectees. D'autres 
genes codant pour des proteines capables de lier le TNF et d'inhiber au moins 
partiellement sa liaison sur ses recepteurs peuvent egalement etre utilises. 

Le gene crmA du virus de cowpox code lui pour une proteine ayant une 
activite d'inhibiteur de proteases du type serpine, qui est capable d'inhiber la synthese 
15 de I'interleukine-IB. Ce gene peut done etre utilise pour diminuer localement la 
concentration en interleukine-1 et ainsi reduire le developpement de la reponse 
immunitaire et inflammatoire. 

Le gene BCRFl du virus d'Epstein Barr code pour un analogue de 
I'interleukine 10. Le produit de ce gene est une cytokine capable de diminuer la 
20 reponse immunitaire et de changer sa specificite, tout en induisant la proliferation des 
lymphocytes B. 

Le gene US28 du cytomegalovirus code pour une proteine homologue au 
recepteur de la proteine inflammatoire des macrophages la (MlP-la). Cette proteine 
est done capable d'agir comme competiteur des recepteurs du MIP, et done d'inhiber 

25 son activite localement. 

Le produit des genes E3-14,7, E3-10,4 et E3-14,5 de I'adenovirus est 
capable de bloquer la transmission du signal intercellulaire medie par certaines 
cytokines. Lorsque les cytokines se lient a leur recepteur a la surface d'une cellule 
infectee, un signal est transmis au noyau pour induire la mort cellulaire ou stoper la 

30 synthese proteique. C'est le cas en particulier du facteur de necrose des tumeurs 
(TNF), L incorporation des genes E3-14,7, E3-10,4 et/ou E3-14,5 dans un ADN 
recombinant selon I'invention en vue de leur expression constitutive ou regulee permet 
de bloquer la signalisation intercellulaire induite par le TNF, et ainsi de proteger les 
cellules infectees par les virus recombinants de I'invention des effets toxiques de cette 

35 cytokine. 
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Une inhibition locale et transitoire peut etre particulierement a\'antageuse. 
Celle-ci peut etre obtenue notamment par le choix des signaux d'expression 
particuliers (promoteurs cytokine-dependants par example) comme indique ci-apres. 

II est entendu que d'autres genes homologues ou ayant des proprietes 
5 fonctionnelles similaires peuvent etre utilises pour la construction des vecieurs de 
rinvention. Ces differents genes peuvent etre obtenus par toute technique connue de 
Thomme du metier, et notamment par criblage de banques, par s\Tithese chimique, ou 
encore par des methodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique de 
sequences obtenues par criblage de banques. En outre, ces differents genes peuvent 
10 etre utilises seuls ou en combinaison(s). 

L'insenion des genes coiisideies sous forme d'ADN recombinants selon 
rinvention offre une plus grande flexibilite dans la construction des adenovirus, et 
permet un meilleur controle de I'expression desdits genes. 

Ainsi, les ADN recombinants (et done les deux genes d'interet) incorpores 
15 dans les vecteurs adenoviraux selon la presente invention peuvent etre agences de 
differentes manieres. 

lis peuvent tout d'abord etre inseres en un meme site du genome de 
Tadenovirus, ou en des sites differents, selectionnes. En particulier, les ADN 
recombinants peuvent etre inseres au moins en partie au niveau des regions El, E3 
20 et/ou E4 du genome de Tadenovirus, en remplacement ou en supplement de sequences 
virales. 

Preferentiellement, les ADN recombinants sont inseres, au moins en partie. 
au niveau des regions El, E3 ou E4 du genome de Tadenovirus. Lorsqu'ils sont 
inseres en dea\ sites differents, on prefere dans le cadre de Tinvention utiliser les 
25 regions El et E3 ou El et E4. Les exemples montrent en effet que cette organisation 
permet une expression elevee des deux genes, sans interference entre les deux. 
Avantageusement, les ADN recombinants sont inseres en remplacement de sequences 
virales. 

Ces ADN recombinants peuvent ensuite comporter chacun un promoteur 
30 transcriptionnel. identique ou different. Cette configuration permet d'obtenir des 
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lis peuvent egalement constituer une entile transcriptionnelle unique. Dans 
cette configuration, les deux ADN recombinants sont contigus et positionnes de telle 
sorte que les deux genes soient sous le controle d'un promoteur unique, et donnent 
lieu a un ARN premessager unique. Cette disposition est a\'antageuse puisqu'elle 
5 permet d'utiliser un seul promoteur transcriptionnel. 

Enfin, I'emploi d'ADN recombinants selon Tinvention permet d'utiliser des 
promoteurs transcriptionnels de nattire differente, et notamment des promote urs forts 
ou faibles, regules ou constitutifs, tissu-specifiques ou ubiquitaires, etc. 

Le choix des signaux d'expression et de la position respective des ADN 
10 recombinants est particulierement important pour obtenir une expression elevee du 
gene therapeutique et un effet immunoprotecteur important. 

Un mode particulierement prefere de mise en oeuvre de la presente invention 
met en oeuvre un adenovirus defectif comportant un premier ADN recombinant 
contenant un gene therapeutique et un second ADN recombinant contenant un gene 
15 immunoprotecteur, dans lequel les deux ADN recombinants sont inseres au niveau de 
la region El. 

Un mode particulierement prefere de mise en oeuvre de la presente invention 
met en oeuvre un adenovirus defectif componant un premier ADN recombinant 
contenant un gene therapeutique, insere au niveau de la region El,et un second ADN 
20 recombinant contenant un gene immunoprotecteur, insere au niveau de la region E3. 

Comme indique ci-avant, les adenovirus de la presente invention sont 
defectifs, c'est-a-dire qu'ils sont incapables de se repliquer de fa?on autonome dans la 
cellule cible. Generalement, le genome des adenovirus defectifs selon la presente 
invention est done depotirvu au moins des sequences necessaires a la replication dudit 

25 virus dans la cellule infectee. Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en 
partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit substitutes par d'autres sequences et 
notamment par les genes therapeutiques. Le caractere defectif des adenovirus de 
rinvention est un element important, puisqu'il assure la non dissemination des vecteurs 
de rinvention apres administration. 

30 Dans un mode de realisation prefere, les adenovirus de rinvention 

comprennent les sequences ITR et une sequence permettant I'encapsidation, et 
possedent une deletion de tout ou partie du gene El. 



wo 96/25177 



PCT/FR96/00218 



13 

Les sequences in\'ersees repetees (ITR) constituent rorigine de replication 
des adenovirus. Elles sont localisees aux extremites 3' et 5' du genome viral (Cf figure 
]), d'ou elles peuvent etre isolees aisement selon les techniques classiques de biologie 
moleculaire connues de Thomme du metier. La sequence nucleotidique des sequences 
5 ITR des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite 
dans la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAVl et CAV2). 
Concemant I'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence ITR gauche correspond a la 
region comprenant les nucleotides 1 a 103 du genome. 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) est 

1 0 necessaire a I'encapsidation de 1' ADN viraL Cette region doit done etre presente pour 
permettre la preparation d'adenovirus recombinants defectifs selon Tinvention. La 
sequence d'encapsidation est localisee dans le genome des adenovirus, entre ITTR 
gauche (5') et le gene El (Cf figure 1). Elle peut etre isolee ou s\Tithetisee 
artificiellement par les techniques classiques de biologie moleculaire. La sequence 

15 nucleotidiques de la sequence d'encapsidation des adenovirus humains (en particulier 
des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans la litterature, ainsi que des adenovirus 
canins (notamment CAVl et CAV2). Concemant Tadenovirus Ad5 par exemple, la 
sequence d'encapsidation correspond a la region comprenant les nucleotides 194 a 
358 du genome. 

20 Plus preferentiellement, les adenovirus de Tinvention comprennent les 

sequences ITR et une sequence permettant I'encapsidation, et possedent une deletion 
de tout ou partie des genes El et E^4. 

Dans un mode particulierement prefere de realisation, le genome des 
adenovirus selon I'invention est delete de tout ou partie des genes El, E3 et E4, et, 
25 encore plus preferentiellement, de tout ou partie des genes El, E3, L5 et E4. 

Les adenovirus de I'invention peuvent etre prepares a panir d'adenovirus 
d'origines diverses. II existe en effet differents serotypes d'adenovipjs, dont la 
structure et les proprietes varient quelque peu, mais qui presentent une organisation 
genetique comparable. Ainsi, les enseignements decrits dans la presente demande 
30 peuvent etre aisement reproduits par I'homme du metier pour tout type d'adenovirus. 
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Concemant les adenovirus d'origine humaine, on prefere uliliser ceux classes 
dans le groupe C. Plus preferentiellement, panmi les differents serotypes d'adenovirus 
humain, on prefere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5), 

5 Comme indique plus haut, les adenovirus de rinvention peuvent egalement 

etre d'origine animale, ou comporter des sequences issues d'adenovirus d'origine 
animale. La demanderesse a en effet montre que les adenovirus d'origine animale sont 
capables d'infecter avec une grande efficacite les cellules humaines, et qu'ils sont 
incapables de se propager dans les cellules humaines dans lesquelles ils ont ete testes 

10 (Cf demande FR 93 05954). La demanderesse a egalement montre que les adenovirus 
d'origine animale ne sont nullement trans-complementes par des adenovirus d'origine 
humaine, ce qui elimine tout risque de recombinaison et de propagation in vivo, en 
presence d'un adenovirus humain, pouvant conduire a la formation d'line particule 
infectieuse. L'utilisation d'adenovirus ou de regions d'adenovirus d'origine animale est 

15 done particulierement avantageuse puisque les risques inherenLs a Tutilisation de virus 
comme vecteurs en therapie genique sont encore plus faibles. 

Les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
invention peuvent etre d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et 
al., Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : 

20 SAV). Plus particulierement, parmi les adenovirus aviaires, on peut citer les serotypes 
1 a 10 accessibles a I'ATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC VR- 
432), Pontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), IBH-2A (ATCC VR-828), 
J2-A (ATCC VR-829), T8-A (ATCC VR-830), K-11 (ATCC VR-921) ou encore les 
souches referencees ATCC VR-831 a 835. Parmi les adenovirus bovins, on peut 

25 utiliser les differents serotypes connus, et notamment ceux disponibles a I'ATCC 
(types 1 a 8) sous les referencesATCC VR-313, 314, 639-642, 768 et 769. On peut 
egalement citer les adenovirus murins FL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC VR- 
528), I'adenovirus ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR-1340); 
Tadenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 

30 adenovirus referencee a I'ATCC sous les numeros VR-591-594, 941-943, 195-203, 
etc. 

De preference, parmi les differents adenovirus d'origine animale, on utilise 
dans le cadre de I'invention des adenovirus ou des regions d'adenovirus d'origine 
canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
35 A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait I'objet de 
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nombreuses etudes struciurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CAVl et CAV2 ont ete decrites dans Van anterieur (Spibey et al., J. Gen. 
Virol. 70 (1989) 165), et les genes Ela, E3 ainsi que les sequences ITR ont ete clones 
et sequences (voir notamment Spibey et al., Virus Res. 14 (1989) 241; Linne, Virus 
5 Res. 23 (1992) 119, WO 91/11525). 

Les adenovirus recombinants defectifs selon Tinvention peuvent etre prepares 
de differentes fagons. 

Une premiere methode consiste a transfecter I'ADN du virus recombinant 
defectif prepare in vitro (soit par ligature, soit sous forme de plasmide) dans une 

10 lignee cellulaire competente, c'est-a-dire portant en trans toutes les fonctions 
necessaires a la complementation du virus defectif. Ces fonctions sont 
preferentiellement integrees dans le genome de la cellule, ce qui permei d'eviier les 
risques de recombinaison, et confere une stabilite accrue a la lignee cellulaire. 

Une seconde approche consiste a co-transfecter dans une lignee cellulaire 

15 apppropriee I'ADN du virus recombinant defectif prepare in vitro (soit par ligature, 
soit sous fomie de plasmide) et I'ADN d'un virus helper. Selon cene methode, il n'est 
pas necessaire de disposer d'une lignee cellulaire competente capable de 
complementer toutes les fonctions defectives de I'adenovirus recombinant. Une partie 
de ces fonctions est en effet complementee par le virus helper. Ce virus helper doit lui- 

20 meme etre defectif et la lignee cellulaire porte en trans les fonctions necessaires a sa 
complementation. Parmi les lignees cellulaires utilisables notamment dans le cadre de 
cette seconde approche, on peut citer notamment la lignee de rein embr\'onnaire 
humain 293, les cellules KB, les cellules Hela, MDCK, GHK, etc (Cf exemples). 

Ensuite, les vecteurs qui se sont multiplies sont recuperes, purifies et 

25 amplifies selon les techniques classiques de biologic moleculaire. 

Selon une variante de mise en oeuvre, ii est possible de preparer in vitro, soit 
par ligature, soit sous forme de plasmide, I'ADN du virus recombinant defeaif portant 
les deletions appropriees et les deux ADN recombinants. Comme indique ci-avant, les 
vecteurs de I'invention possedent avantageusement une deletion de tout ou partie de 
30 certains genes viraux, notammment des genes El, E3, E4 et/ou L5. Cette deletion 
peut correspondre a tout type de suppression affectant le gene considere. II peut s'agir 
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exemple par digestion au mo\'en d'enzymes de resiriction appropriees, puis ligature, 
selon les techniques de biologie moleculaire, ainsi qu'illustre dans les exemples. Les 
ADN recombinants peuvent ensuite etre inseres dans cet ADN par clivage 
enzymatique puis ligature, au niveau des regions selectionnees et dans rorientation 
5 choisie. 

L'ADN ainsi obtenu, qui porte done les deletions appropriees et les deux 
ADN recombinants, permet de generer directement radenovirus recombinant defectif 
portant lesdites deletions et ADN recombinants. Cette premiere variante est 
particulierement adaptee a la realisation d'adenovirus recombinants dans lesquels les 
10 genes sont disposes sous forme d'une unite transcriptionnelle unique ou, sous 
controle de promoteurs separes mais inseres en un meme site du genome. 

II est egalement possible de preparer le virus recombinant en deux etapes, 
permertant Tintroduction successive des deux ADN recombinants. Ainsi, TADN d'un 
premier virus recombinant portant les deletions appropriees (ou une partie desdites 

15 deletions) et un des ADN recombinants est construit, par ligature ou sous forme de 
plasmide. Cet ADN est ensuite utilise pour generer un premier virus recombinant 
portant lesdites deletions et un ADN recombinant, L'ADN de ce premier virus est 
ensuite isole et co-transfecte avec un second plasmide ou TADN d'un second virus 
recombinant defectif portant le deuxieme ADN recombinant, les deletions appropriees 

20 (partie non presente sur le premier virus), et une region permettant la recombinaison 
homologue. Cette deuxieme etape genere ainsi le virus recombinant defectif portant 
les deux ADN recombinants. Cette variante de preparation est particulierement 
appropriee pour la preparation de virus recombinants portant deux ADN 
recombinants inseres en deux regions differentes du genome de I'adenovirus. 

25 Les deux agents selon I'lnvention a savoir I'immunosuppresseur et 

radenovirus recombinant peuvent etre formules en vue d'lme administration par voie 
topique, orale, parenterale, intranasals intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, 
intraoculaire, transdermique, etc. 

Preferentiellement, la ou les formulations pharmaceutiques respectives 
30 contiennent des vehicules pharmaceutiquement acceptables pour une formulation 
injectable. II peut s'agir en particulier de solutions salines (phosphate monosodique. 
disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des 
melanges de tels sels), steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment 
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lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sierilisce ou de serum physiologique, 
permettent la constitution de solutes injectables. 

Les doses en immunosuppresseur et en adeno\ irus utilisees pour I'injection 
peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction 
5 du mode d'administration utilise, de la pathologic concemee, du gene a exprimer, ou 
encore de la duree du traitement recherchee. 

D'une maniere generale, les adenovirus recombinants selon I'invention sont 
formules et administres sous forme de doses comprises entre 10^ et 10^"^ pfu/ml, et 
de preference 10^ a 10^^ pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 

10 pouvoir infectieux d'une solution consideree, et est determine par infection d'une 
culture cellulaire appropriee, et mesure, generale me nt apres 5 jours, du nombre de 
plages de cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu d'une 
solution virale sont bien documentees dans la litterature. En ce qui conceme plus 
particulierement les immunosuppresseurs, leurs doses et modes d'injection varient 

15 selon leur nature. L'ajustement de ces deux parametres entrent dans les competences 
de I'homme du metier. 

L'association medicamenteuse selon I'invention peut etre utilisee pour le 
traitement ou la prevention de nombreuses pathologies. Selon le gene therapeutique 
insere dans son adenovirus, elle peut etre utilisee notamment pour le traitement ou la 
20 prevention des maladies genetiques (dystrophie, musco\'iscidose, etc), des maladies 
neurodegeneratives (alzheimer, parkinson, ALS, etc), des pathologies 
hyperproliferatives (cancers, restenose, etc), des pathologies liees aux desordres de la 
coagulation ou aux dyslipoproteinemies, des pathologies liees aux infections virales 
(hepatites, SIDA, etc), etc. 

25 La presente invention vise egalement toute methode de traitement 

therapeutique mettant en oeuvre I'assocaition medicamenteuse revendiquee. 

La presente invention sera plus completement decrite a Taide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 



Fieure 1 • Or^ranisation eenetique de Tadenovims Ad5. La sequence complete de 
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selectionner ou de creer tout site de restriction, et ainsi d'isoler toute region du 
genome. 

Figure 2 : Carte de restriction de Tadenovirus CAV2 souche Manhattan (d'apres 
Spibey et al precite). 
5 Figure 3 : Construction du vecteur pAD5-gpl9k-6gal. 

Figure 4 : Construction de I'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal,AEl,AE3. 

Techniques generates de biologic moleculaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 

10 gradient de chlorure de cesium, I'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acr^lamide, la 
purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
I'ethanol ou de I'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de Thomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature 

15 [Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory' Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie Ml 3 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

20 Pour les ligatures, les fragments d*ADN peuvent etre separes selon letir taille 

par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a Tethanol puis incubes en presence de I'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du foumisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 

25 fragment de Klenow de I'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les 
specifications du foumisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est 
effectuee en presence de I'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les 
recommandations du fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est 
effectuee par un traitement menage par la nuclease SI. 

30 La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 

etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 13 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
[Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 230 (1985) 1350- 
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1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la 
5 methode developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

Lignees cellulaires utilisees 

Dans les exemples qui suivent, les lignees cellulaires suivantes ont ou peuveni 
etre utilisees : 

10 - Lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 

(1977) 59). Cene lignee coniieni noiamment, inlegree dan^ sun ^triioiiie, la paiiie 
gauche du genome de I'adenovirus humain Ad5 (12 %). 

- Lignee de cellules humaines KB : Issue dun carcinome epidermique 
humain, cene lignee est accessible a TATCC (ref. CCL17) ainsi que les conditions 

15 permettant sa culture. 

- Lignee de cellules humaines Hela : Issue d'un carcinome de repithelium 
humain, cette lignee est accessible a I'ATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions 
permettant sa culture. 

- Lignee de cellules canines MDCK : Les conditions de culture des cellules 
20 MDCK ont eie decrites notamment par Macatney et ak, Science 44 (1988) 9. 

- Lignee de cellules gm DBP6 (Brough et ak, Virology 190 (1992) 624). 
Cette lignee est constituee de cellules Hela portant le gene E2 d'adenovirus sous le 
controle du LTR de MMTV. 

EXEMPLES 

25 Example 1. Construction d^adenovirus recombinants defectifs comprenant un 
gene therapeutique (le gene LacZ de E. coli) sous le controle du promoteur du 
LTR du RSV et le gene gpI9k sous le controle du promoteur du LTR du RSV, 
tous deux inseres au niveau de la region El. 

Ces adenovirus ont ete construits par recombinaison homologue entre un 
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1. Construction clu vecteur pAD5-gpl 9k-Bga] (figure 3) 
1.1. Construction du plasmide pGEM-gpl9k 

Le plasmide pAD5-gpl9k-6gal contient une sequence d'ADNc codant pom- 
la proteine gpl9k d'adenovirus. Ce plasmide a ete construit comme suit. Le fragment 
5 Xbal du genome de Tadenovirus Ad5 sauvage contenant la region E3 a ete isole et 
clone au site correspondant du plasmide pGEM (Promega) pour generer le plasmide 
pGEM-E3. Le fragment Hinfl contenant la sequence codante de la gpl9k (nucleotides 
28628 a 29634 de I'adenovirus Ad5 sauvage) a ensuite ete isole a partir du plasmide 
pGEM-E3. Les extremites de ce fragment ont ete rendues f ranches par action du 
10 fragment de Klenow de I'ADN polymerase I d'E. coli (Cf techniques generales de 
biologie moleculaire), puis le fragment obtenu a ete clone au site Smal du plasmide 
pGEMzf+ (Promega). 

Le plasmide obtenu a ete designe pGEM-gpl9k (figure 3). 

L2. Construction du vecteur pAD5-gpl9k-Bgal 
15 Cet exemple decrit la construction d'un plasmide contenant un les deux ADN 

recombinants comprenant leur propre promoteur, la partie gauche du genome de 
I'adenovirus et une partie supplementaire (proteine pIX) permettant la recombinaison 
homologue. Ce vecteur a ete construit a partir du plasmide pAd.RSVpGal comme 
suit. 

20 Le plasmide pAd.RSV(5Gal contient, dans I'orientation 5'->3\ 

- le fragment PvuII correspondant a lextremite gauche de I'adenovirus Ad5 
comprenant : la sequence ITR, I'origine de replication, les signaux d'encapsidation et 
I'amplificateur El A; 

- le gene codant pour la (3-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 
25 (du virus du sarcome de Rous), 

- un second fragment du genome de I'adenovirus Ad5, qui permet la 
recombinaison homologue entre le plasmide pAd.RSV(3Gal et I'adenovirus dl324. Le 
plasmide pAd,RSVf3Gal a ete decrit par Stratford -Perricaudet et al. (J. Clin. Invest. 
90 (1992) 626). 

30 Le plasmide pAd.RSVfSGal a tout d'abord ete coupe par les enzymes EagI et 

Clal. Ceci genere un premier fragment portant notamment la partie gauche de 
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racienovirus Ad5 et le promoieur du LTR du RSW Parallelement, le pla^smide 
pAd.RSVpGal a egalement ete coupe par les enzymes EagI et Xbal. Ceci genere un 
deuxieme type de fragment portant notamment le promoteur du LTR du RSV\ le gene 
LacZ, et un fragment du genome de I'adenovirus Ad5. qui permet la recombinaison 
5 homologue. Les fragments Clal-EagI et EagLXbal ont ensuite ete ligatures en 
presence du fragment XbaLClal du plasmide pGEM-gpl9k (exemple LI) portant la 
sequence codante de la gpl9k (Cf figure 3). Le vecteur ainsi obtenu, designe pAD5- 
gpl9k-6gal, contient done 

- le fragment PvuII correspondant a I'extremite gauche de I'adenovirus Ad5 
10 comprenant : la sequence ITR, I'origine de replication, les signaux d'encapsidation et 

Tamplificateur El A; 

- la seauence codant pour la eolQk sous le controle du promoteur RSV (du 
virus du sarcome de Rous); 

- le gene codant pour la [^-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 
15 (du virus du sarcome de Rous), et, 

- un second fragment du genome de I'adenovirus Ad5, qui permet la 
recombinaison homologue. 

2. Construction des adenovirus recombinants 

2.1. Construction d'un adenovirus recombinant delete dans la region El, 
20 ponant les deux ADN recombinants inseres dans la meme orientation, au niveau de la 
region El . 

Le vecteur pAD5-gpl9k-Bgal a ete linearise et cotransfecte avec un \'ecteur 
adenoviral deficient dans le gene El, dans les cellules helper (lignee 293) apportant en 
trans les fonctions codees par les regions El (El A et ElB) d'adenovirus. 

25 Plus precisement, I'adenovirus Ad-gpl9k-6gal,AEl est obtenu par 

recombinaison homologue in vivo entre I'adenovirus Ad-RSVBgal (Cf Stratford- 
Perricaudet et al citee plus haut) et le vecteur pAD5-gpl9k-Bgal, selon le protocole 
suivant : le plasmide pAD5-gpl9k-Bgal, linearise par XmnI, et I'adenovirus Ad- 
RSVBgal, linearise par I'enzy^me Clal, sont co-transfectes dans la lignee 293 en 

30 presence de phosphate de calcium, pour permettre la recombinaison homologue. Les 
adenovirus recombinants ainsi generes sont ensuite selectionnes par purification sur 
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Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham 
et al., Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad-gpl9k-6gaUAEl peut etre conserve 
a -80°C dans 20 % de glycerol. 

5 2.2. Construction d'un adenovirus recombinant delete dans les regions El et 

E3, portant les deux ADN recombinants inseres dans la meme orientation, au niveau 
de la region El (figure 4). 

Le vecteur pAD5-gpl9k-6gal a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur 
adenoviral deficient dans les genes El et E3, dans les cellules helper (lignee 293) 

10 apportant en trans le^ fonctions codees par les regions El (El A et ElB) d'adenovirus. 

Plus precisement, l'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal,AEl,AE3 a ete obtenu par 
recombinaison homologue in vivo entre l'adenovirus mutant Ad-dll324 
(Thimmappaya et aL, Cell 31 (1982) 543) et le vecteur pAD5-gpl9k-6gal, selon le 
protocole suivant : le plasmide pAD5-gpl9k-6gal et l'adenovirus Ad-dll324, linearise 

15 par Tenz^/me Clal, ont ete co-transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate 
de calcium, pour permettre la recombinaison homologue. Les adenovirus 
recombinants ainsi generes ont ensuite ete selectionnes par purification sur plaque. 
Apres isolement, I'ADN de T adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee 
celltilaire 293, ce qui conduit a un sumageant de culture contenant Tadenovirus 

20 defectif recombinant non purifie ayant un titre d'environ 10^0 pfu/ml. 

Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham 
et al., Virology 52 (1973) 456). Le genome de l'adenovirus recombinant a ensuite ete 
verifie par analyse en southern blot. L'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal,AEl,AE3 peut etre 

25 conserve a -80°C dans 20 % de glycerol. 

Exemple 2 : Mise en evidence de I'activite immunoprotectrice de rassociation 
medicamenteuse selon Tinvention. 

60 souris adultes femelles DBA/2 sont reparties au hasard en 6 groupes de 10 souris 
traites respectivement selon les protocoles d'injection suivants : 
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- GROUPE la: 

II regoit une injection intraoculaire de 10 ug d'anticorps monoclonaux anti-CD3 aux 
jours -2,-1, 1. 2, 3, 4 et 5 avec au jour 0 une injection intraveineuse de 4.10*^ pfu de 
virus Ad-RSVBgal (Cf Stratford- Perricaudet et al citee plus haut). 

5 - GROUPE lb: 

II regoit le meme traitement que le groupe la en utilisant a titre de virus, 4.1 0^ pfu du 
virus Ad-gp 19 k-f3gal ( figure 4). 

- GROUPE 2a: 

II regoit une injection intrapetitoneale de 250 |ag d'anticorps monoclonaux anti-CD4 
10 aux jours -2,-1,1,4, 7 avec au jour 0 une injection intraveineuse de 4.10^ pfu du virus 

AA PQ\/ a rrol 

- GROUPE 2b: 

II regoit le meme traitement que le groupe 2a en utilisant a titre de virus, 4.10^ pfu du 
virus Ad gp 19k-[5 gal. 

15 - GROUPE 3a: 

II regoit une injection intraveineuse de 4.10^ pfu d'Ad-[3gal sans administration 
conjointe d'immunosuppresseur. 

GROUPE 3b: 

II re?oit une injection intraveineuse de 4.10^ pfu d'Ad-gpl9k-f3gal sans 
20 administration conjointe d'immunosuppresseur. 

A differents temps, deux animaux de chaque groupe ont ete sacrifies dans le but de 
prelever le foie et la rate. 

2 . 1. - Analyse par immunofluorescence de la repartition des principales sous - 
populations lymphocytaires (CD3+. CD4+ et CD8-f ) au sein des splenocvtes 
25 preleves a J15 apres T injection. 



Une suspension de cellules isolees a ete preparee a parti r des rates prelevees. Un 
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fluorescentes a ete realisee grace a un cytofluorometre (FACS Schan-Becton 
Dickinson). Le tableau I qui suit rend compte des resultats. 





Groupe 3 a 
Ad-3gal 


Groupe 3 b 

Ad-pgal- 
gpl9k 


Groupe la 
anti CD3/ 
Ad-pgal 


Groupe 2a 
anti CD4/ 
Ad-Pgal 




% de cellules exprimant Pgal a la surface cellulaire 


CD3 


20,0 


17,5 


20,6 


21 


5,4 


6,1 


12 


10,3 


CD4 


13,4 


12,6 


15,3 


16,8 


4,4 


5,1 


2,7 


4,1 


CDS 


5,5 


5,5 


6,1 


6 


2,02 


2,3 


7,9 


6,6 



TABLEAU I 

5 On note la nette diminution des cellules CD3-i- CD4-f- et CD8+ chez les animaux 
traites par anti-CD3 et la diminution selective des cellules CD4+ chez les animaux 
traites par anti-CD4 

2.2- Analyse de la capacite cytotoxique des splenocvtes preleves a J32 
apres Finjection et stim ules in vitro vis-a-vis de cibles histocompatibles 
10 exprimant la Pgal 

Un deuxieme echantillon de splenocytes isoles a partir des rates des animaux traites a 
ete cultive in vitro pendant 4 jours en presence de cellules P815 exprimant la 
Pgalactosidase a leur surface. Au terme de la culture, Tactivite cytotoxique des 
splenocytes vis-a-vis de cibles P815-3gal marquees au Cr^^ a ete evaluee. L'activite 
15 cytotoxique, exprimee par le pourcentage de cytolyse, a ete determinee de maniere 
conventionnelle en mettant en presence difFerents rapports de cellules efFectrices et de 
cellules cibles. Les resultats sont presentes dans le tableau II ci-apres. 



FEUILLE RECTIFIEE (REGIE 91) 
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Groupe 


2b 


3A 


Traitement 


Anti-CD4/ 
Ad-f5gal-gpl9k 


AD-[5gal 


ixappon 
Effecteur/cibles 


% de CNlolyse 


80/1 


4 2 


13 14 


40/1 


2 1 


13 9 


20/1 


1 1 


5 9 


10/1 


0 0 


2 5 


5/1 


0 1 


1 2 



Les splenocytes, preleves chez les animaux ayant regu le traitement par anti CD4 
c'est-a-dire le groupe 2b, montrent une neutralisation tres nette de leur capacite cyno- 
toxique. 

5 TABLEAU II 

2.3 Expression de I'activite f^galactosidase dans le foie apres 15 et 32 
jours. 

Les foies sont sectionnes et colores avec du X-gal pour reveler I'activite [3 
galactosidase et de Teosine pour mettre en evidence Thistologie de la section. Les 
1 0 resultats sont presentes dans le tableau III-' ci-apres. 





Nombre de cellules exprimant 




1 5 iours 


32 iours 


Groupe 2a: (anti-CD4/ Ad-f3.cal) 


1 


] 


Groupe 2b: (anti-CD4/ Ad gpl9k- 
f3.cal) 


250 


50 


Groupe 3a: (Ad-[5nal) 


3 


0 



Mil I \t in 
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Des resultats presentes ci-dessus, il ressort que I'injection d'anticorps anti-CD4 
associee a une injection d'Adgpl9k-(3gal induit une expression nettement prolongee 
du gene considere. C'est ainsi que 30 jours apres les injections, on observe dans le 
cas du groupe 2b vine activite ft galactosidase significative, Cette prolongation qui 
5 peut etre interpretee comme la consequence d'un phenomene de tolerance induit 
selon I'invention est nettement superieure a celle qui pouvait etre attendue de la 
simple juxtaposition des effets respectifs de Timmunosuppresseur anti-CD4 et de 
I'adenovirus recombinant Ad gpl9k -figal. 

Aucune reaction inflammatoire n'est en outre observee dans ce delai de 30 jours 
10 dans le cas du groupe 2b, 
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REVENDICATIONS 

1 . Association medicamenteuse d'au moins un agent immunosuppresseur et 
d'au moins un adenovirus recombinant dont le genome comprend un premier ADN 
recombinant contenant un gene therapeutique et un second ADN recombinant 

5 contenant un gene immunoprotecteur, pour une utilisation consecutive, intermittente 
et/ou simultanee dans le temps, utile pour des transfections exogeniques in vivo et/ou 
ex-vivo. 

2. Association medicamenteuse selon la revendication ] caracterisee en ce 
que Tagent immunosuppresseur est de preference choisi parmi la cyclosporine, le 

10 FX506. Tazathioprine, les corticosteroides et des anticorps mono- ou poly-clonaux. 

3. Association medicamenteuse selon la revendication 2 caracterisee en ce 
qu'il s'agit d'anticorps capables d'inactiver des molecules immunes ou de provoquer la 
destruction des cellules immunes portant ces molecules . 

4. Association medicamenteuse selon la revendication 3 caracterisee en ce 
15 que I'anticorps est choisi parmi les anti-CD4, -CD2, -CD3, -CDS, -CD28, -B7, - 

ICAM-1, -LFA-1 et la CTLA4Ig. 

5. Association medicamenteuse selon Tune des revendications precedentes 
caracterisee en ce que le gene therapeutique code pour une proteine therapeutique. 

6. Association medicamenteuse selon Tune des revendications 1 a 4 
20 caracterisee en ce que le gene therapeutique code pour un ARN therapeutique. 

7. Association medicamenteuse selon Tune des revendications precedentes 
caracterisee en ce que le gene immunoprotecteur est un gene dont le produit agit sur 
I'activite du complexe majeur d'histocompatibilite (MHO ou sur Tactivite des 
cytokines. 

25 8. Association medicamenteuse selon la revendication 7 caracterisee en ce 

que le gene immunoprotecteur est un gene dont le produit inhibe au moins 
partiellemeni {'expression des proteines du MHC ou la presentation antigenique. 
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de radenovirus, le gene ICP47 du virus de I'herpes, ou le gene UL18 du 
cvlomegalovirus. 

10. Association medicamenteuse selon Tune des revendications precedentes 
caracterisee en ce que les deux ADN recombinants du genome de Tadenovirus 

5 constituent une entite transcriptionnelle unique. 

11. Association medicamenteuse selon I'line des revendications precedentes 
caracterisee en ce que les deux ADN recombinants component chacun un promoteur 
transcriptiormel, identique ou different. 

12. Association medicamenteuse selon la revendication 11 caracterisee en ce 
10 que les deux ADN recombinants sont inseres dans la meme orientation. 

13. Association medicamenteuse selon la revendication 11 caracterisee en ce 
que les deux ADN recombinants sont inseres dans les orientations opposees. 

14. Association medicamenteuse selon Tune des revendications precedentes 
caracterisee en ce que les deux ADN recombinants sont inseres dans un meme site du 

15 genome de I'adenovirus, de preference au niveau des regions El, E3 ou E4. 

15. Association medicamenteuse selon la revendication 14 caracterisee en ce 
que les deux ADN recombinants sont inseres au niveau de la region El. 

16. Association medicamenteuse selon Tune des revendications 1 a 13 
caracterisee en ce que les deux ADN recombinants sont inseres en des sites differents 

20 du genome de I'adenovirus. 

17. Association medicamenteuse selon la revendication 16 caracterisee en ce 
que Tun des ADN recombinants est insere au niveau de la region El et Tautre au 
niveau de la region E3 ou E>4. 

18. Association medicamenteuse selon Tune des revendications precedentes 
25 caracterisee en ce que I'adenovirus est un adenovirus recombinant defectif comprenant 

les sequences ITR, une sequence permettant Tencapsidation, et portant une deletion 
de tout ou partie des genes El et EM. 
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19. Asscx:iation medicamenteuse selon la re\'endicaiion 18 caracterisee en ce 
qu'il s'agit d'un adenovirus comprenant les sequences ITR, une sequence permertant 
Tencapsidation et portani une deletion de tout ou partie des genes El , E3 et E4. 

20. Association medicamenteuse selon rime des revendications 1 a 19 
5 caracterisee en ce qu'il s'agit d'un adenovirus dont le genome est delete de tout ou 

partie des genes El , E3, L5 et E4. 

21. Association medicamenteuse selon Tune des revendications precedentes 
caracterisee en ce que I'adenovirus recombinant est d'origine humaine, animale, ou 
mixte. 

10 22. Association medicamenteuse selon la revendication 21 caracterisee en ce 

que les adenovirus recombinants d'origine humaine sont choisis parmi ceux classes 
dans le groupe C, de preference parmi les adenovirus recombinants de type 2 ou 5 
(Ad2ou Ad 5). 

23. Association medicamenteuse selon la revendication 22 caracterisee en ce 
15 que les adenovirus d'origine animale sont choisis parmi les adenovirus d'origine 
canine, bovine, murine, ovine, porcine, aviaire et simienne. 

24. Association medicamenteuse selon I'une des revendications precedentes 
caracterisee en ce que I'agent immunosuppresseur est injecte avant et apres Tinjection 
de Tadenovirus. 

20 25. Association medicamenteuse selon Tune des revendications precedentes 

caracterisee en ce que I'agent immunosuppresseur et Tadenovirus recombinant sont 
injectees simultannement. 
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